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O (57) Abstract: The invention relates to the MeCAT (metal chelate complex-coded affinity tag) method, and to a reagent suited for 
^ carrying out this method. Said reagent contains a reproducible systematic, qualitative and quantitative proteomic characterization 
O with the aid of non-isotope metal-coded markers and, among other things, the latest mass spectrometnc tandem methods. 

^ (57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft das MeCAT (Metal-chelate-complex-coded-affinity-tag) Verfahren und 
O ein zu dessen Durchfuhrung geeignetes Reagenz, das eine reproduzierbare systematische, qualitative und quantitative Proteomcha- 
^ rakterisierung mitHilfe von nicht-Isotop metallkodierten Markern und u.a. modernsten massenspektrometnschenTandem-Methoden 
^ beinhaltet 
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Verfahren und Reagenz zur spezifischen Identifizierung und Quantifizierung von einera 

oder mehreren Proteinen in einer Probe 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren und ein zu dessen Durchfuhrung geeignetes 
Reagenz, das eine reproduzierbare systematische, qualitative und quantitative Proteomcha- 
rakterisierung mit Hilfe von nicht-Isotop metallkodierten Markern und u.a. modernsten mas- 
senspektrometrischen Tandem-Methoden beinhaltet. 

Hintergrund der Erfindung 

Einer der weitreichendsten Erfolge des 20. Jahrhynderts war die Entdeckung der DNS als 
Trager aller Erbanlagen und die Aufklarung ihrer Eigenschaflen und dreidimensionalen 
Struktur. Die erste komplette DNS-Sequenz eines Organismus, wurde im Jahre 1977 von Fred 
Sanger publiziert. Seitdem erfuhr die Genom-Forschung einen ungeheuren Aufschwung durch 
die Entwicklung neuer Technologien und automatisierter Hochdurchsatzverfahren, welche 
heute die Sequenzierung des kompletten Genoms eines Mikroorganismus zur Routine ma- 
chen. 

Nun steht die Biochemie vor einer neuen, weitaus groJJeren Herausforderung: die enorme Flut 
von Genomdaten, die in riesigen elektronischen Bibliotheken gespeichert wird, muB in einen 
funktionellen Zusammenhang gestellt, der genetische Code in ntitzliche Information umge- 
wandelt werden. Die Einsicht, dafl es unmoglich ist, die Kompliziertheit biologischer Prozes- 
se nur mit Hilfe der Genomanalyse zu klaren, hat einen weiteren Wissenschaftszweig der 
molekularen Zellbiologie auf den Plan gerufen, die Proteom-Forschung. Denn die Genpro- 
dukte. d.h. die uber die Gene verschltisselten Proteine, sind die eigentlichen biologischen Ef- 
fektormolekule, die in das biologische Geschehen eingreifen, dynamische Prozesse steuem, 
vielfaltige Funktionen ausuben. Erst iiber sie lSBt sich verstehen, wie das menschliche Genom 
und zellulare Prozesse funktionieren und auch Krankheiten entstehen. 

Als Zweig der Wissenschaft befafit sich Proteom-Forschung („Proteomics") mit der systema- 
tischen Identifizierung aller Proteine, die in einer Zelle oder einem Gewebe exprimiert wur- 
den und der Charakterisierung ihrer wesentlichen Eigenschaften, wie z.B. Menge, Grad der 
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Modifizierung, Einbindung in Multi-Protein-Komplexe, etc. Es werden Proteindatenbanken 
bzw. Zellkarten erstellt, in denen Proteinsequenzen archiviert werden. Inzwischen sind viele 
tausend Sequenzen mit oftmals bekannter Funktion verfugbar. 

Zum gegenwartigen Zeitpunkt erreicht jedoch keine der angewendeten analytischen Protein- 
technologien den hohen Durchsatz und das Automatisierungsniveau der Gentechnologie. Es 
ist weiterhin unwahrscheinlich, daB eine analoge Protein-Vervielfaltigung, wie die PCR, in 
der Proteom-Forschung jemals mSglich sein wird. Vielmehr bietet sich hier die Moglichkeit 
einer Proteinanreicherung an, wobei die interessanten Proteine aufgrund spezifischer Eigen- 
schaften extrahiert bzw. angereichert werden. Z.B. k6nnen physikalische Merkmale, wie die 
Loslicbkeit oder die Fahigkeit, an spezifische Liganden zu binden, ausgenutzt werden. 

Die Verwendung der Proteomanalyse als schnelle und parallele Methode verglichen mit klas- 
sischer Proteinchemie findet in der biologischen Grundlagenforschung, der Biotechnologie 
und der medizinischen Forschung mehr und mehr Eingang. Es ist damit zu rechnen, daB diese 
Analytik in wenigen Jahren standardmaBig etabliert sein wird. Wie effektiv eine Prote- 
omanalyse tatsachlich durchgefuhrt werden kann, hangt in entscheidendem MaBe davon ab, 
wie gut man mit Hilfe der analytischen Methoden in der Lage ist, sogenannte „low-copy" 
Proteine zu identifizieren und zu quantifizieren, da gerade diese haufig eine entscheidende 
biologische Rolle im Zellgeschehen spielen. 

Die nach wie vor meist angewendete und zuverlassigste Methode der Proteomanalyse ist die 
zweidimensionale Gelelektrophorese (2DGE), an die sich die sequentielle Identifizierung der 
getrennten Proteinspezies anschlieBt. Zu wissenschaftiicher Signifikanz gelangte diese Her- 
angehensweise durch enorme Technologiefortschritte in der Massenspektrometrie und Bioin- 
formatik. Diese erst seit kurzem verfUgbare, hochempfindliche MS-Technik hat es ermog- 
Ucht, auch geringste Protein- oder Peptidmengen, die mit Hilfe von konventionellen Anfar- 
bemethoden .sichtbar gemacht werden k8nnen, im Femtomolbereich zu detektieren und fiber 
Tandem-Techniken auch zu identifizieren. Dies sind vor allem die matrixassistierte Laser- 
desorptions/Ionisations (MALDI) time-of-flight (TOF)-MS und die Elektrospray-ionisations- 
(ESI)-MS. Tandem-MS-Instrumente wie das Triple-Quadrupole-Gerat, Ion-Trap und das Hy- 
brid Quadrupol-time-of-flight (Q-TOF)-Gerat werden routinemaBig in LC-MS/MS- oder 
Nanosprayexperimenten mit Elekrospray-Ionisierung (ESI) eingesetzt, um Peptidfragment- 
Ionenspektren zu erzeugen, die fur die Proteinidentifizierung tiber eine Datenbank- 
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Sequenzsuche geeignet sind. 

Die Protein- bzw. Genomdatenbanksuche ist ein ebenso wichtiges Werkzeug, dem die Pro- 
teomforschung ihre Fortschritte zu verdanken hat. Die entwickelten Computersuchalgorith- 
men sind inzwischen sehr ausgefeilt. Goodlett et al konnte zeigen, dafi die genaue Masse 
eines Peptids, zusammen mit einschrankenden Sucbkriterien wie dem Molekulargewicht des 
Proteins, von dem das Peptid stammt und der Angabe der spezifischen Protease zur Spaltung 
des Proteins, ausreichen kann, um ein Protein durch eine Datenbanksuche eindeutig zu identi- 
fizieren. Der hohe Arbeitsaufwand und die oftmals laboriibergreifende Nicht- 
Reproduzierbarkeil der 2DGE-Technik macht es jedoch nahezu unmoglich, diese Methode zu 
automatisieren. Gegenwartig gibt es keine, dem Niveau der Genomtechnologie vergleichbare, 
analytische Technologie auf dem Gebiet der Proteomforschung. Wahrend man mit Hilfe die- 
ser Methoden wohl in der Lage ist, die Komponenten eines Proteingemisches zu analysieren, 
sind sie leider weder geeignet, die exakte Menge noch den Aktivitatszustand der Proteine in 
der Mischung zu bestimmen. Ohne einen vorherigen Anreicherungsschritt ist es praktisch 
nicht mSglich, Proteine, die nur in sehr geringen Mengen vorkommen, wie beispielsweise 
Regulatorproteine, nachzuweisen. Aus diesem Grande und wegen weiterer bekannter Nach- 
teile der 2DGE sucht man verstarkt nach alternativen Methoden, die eine weitestgehende Un- 
abhangigkeit von der 2DGE als Trennmethode erlauben. 

Gelfreie Systeme erregen zunehmend das Interesse der Proteomforscher. Es lassen sich zahl- 
reiche unterschiedliche gelfreie Systeme erdenken, die alle auf der Kombination zweier oder 
mehrere unterschiedlicher chromatographischer Trennverfahren beruhen. Die chromatogra- 
phische Trennung von Proteinen ist ein zentraler Bestandteil jeglicher Proteinforschung und 
somit ein naheUegendes Verfahren in der Proteomforschung. Dank der langjahrigen Ent- 
wicklung und Optimierung zeichnen sich chromatographische Trennungen durch hohe Re- 
produzierbarkeit aus. Allerdings hat selbst die Kombination zweier unterschiedlicher chro- 
matographischer Verfahren nicht das in der Proteomforschung benStigte TrennvermQgen, da 
komplexe Proteingemische aufgrund ihrer Eigenschaften schwierig in einzelne aufgereinigte 
Proteinfraktionen zu trennen sind. Eine Kopplung der Chromatographie an die Massenspek- 
trometrie bringt mit der Massenanalyse ein weitere Trenndimension, die allerdings auf Pro- 
teine angewendet nur einen sehr begrenzten Nutzen bringt. Erst bei der Analyse von Peptiden, 
wie unten aufgefuhrt, ist dieser Ansatz erfolgversprechend. 
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In der WO 00/11208 wird eine interessante Alternativmethode fur die Proteomanalyse offen- 
bart, die sich besonders ftir die quantitative Analyse der Proteinexpression in komplexen bio- 
logischen Proben, wie Zellen und Geweben, ftir den Nachweis und die Quantifizierung spezi- 
fischer Proteine in komplexen Proteingemischen sowie fur die quantitative Bestimmung spe- 
zifischer Enzymaktivitaten eignet. Sie bedient sich einer neuen Klasse chemischer Reagenzi- 
en, codierten Affinitatstags (CATs), in diesem Fall den sogenannten isotopencodierten Affi- 
nitatstags (ICATs) und massenspektrometrischer Methoden. 

Das ICAT-Reagenz besteht aus dem Affinitatstag, das selektiv an ein entsprechendes Gegen- 
Reagenz nichtkovalent bindet und eine saulenchromatographische Trennung der mit dem Af- 
finitatstag markierten Peptide oder Substrate vom tibrigen Gemisch erlaubt. Das Affinitatstag 
ist ttber einen Linker, der Isotopen-markiert sein kann, mit einer reaktiven Gruppe verknupft, 
die selektiv mit einer spezifischen Proteinfunktion reagiert 

Auf diese Weise werden die Proteine, nachdem sie aus den Zellen isoliert wurden, an spezifi- 
schen Bindungsstellen durch das ICAT-Reagenz markiert. Hier handelt es sich z.B. urn eine 
funktionelle Gruppe, die eine spezifische Reaktivitat ftir Sulfhydrylgruppen besitzt und aus- 
schlielilich an Cystein-haltige Proteine bindet. Aus dem im AnschluB nach enzymatischer 
Hydrolyse erhaltenen Peptidgemisch werden nur die Cystein-haltigen Peptide selektiv isoliert, 
dies bedeutet eine wesentliche Vereinfachung der Komplexitat des erhaltenen Peptidge- 
mischs, da weniger als ein Zehntel aller Peptide, die beispielsweise durch tryptische Spaltung 
aus dem gesamten Hefeproteom hervorgegangen sind, einen Cystein-haltigen Rest enthalten. 
Ein weiterer wesentlicher Vorteil ist, daB auf diesem Wege Proteine, die in nur sehr geringen 
Mengen auftreten, angereichert werden konnen. Trotz der starken Vereinfachung der Kom- 
plexitat des Systems ist aber die Quantifizierung und Identifizierung der Proteine garantiert. 

Urn relative Mengen an Proteinen in einer oder in mehreren Proteinproben quantitativ zu be- 
stimmen, benutzt man nun unterschiedlich isotopencodierte ICAT-Reagenzien. Jede Probe 
wird mit einem imterschiedlich isotopenmarkierten, sonst aber chemisch identischen ICAT- 
Reagenz behandelt. Die Proben, die beispielsweise aus Zellkulturen einer Spezies in unter- 
schiedlichen Entwicklungsphasen stammen konnen, werden im AnschluB vereinigt und en- 
zymatisch hydrolysiert. Die markierten Peptide werden affinitatschromatographisch vom 
Gemisch abgetrennt und Uber HPLC aufgetrennt. Ein Paar identischer, aber aus verschiedenen 
Proben stammender Peptide wird gleichzeitig von der HPLC-Saule eluiert Im Massenspek- 
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tram besitzen diese Peptide jedoch nicht das gleiche Masse-Ladungs-Verhaltnis, sondern sie 
unterscheiden sich durch die charakteristische Massendifferenz der unterschiedlich isotopen- 
markierten Tags. Im Verhaltnis der relativen Ionenintensitaten eines solchen (CAT- 
markierten Peptidpaares im Massenspektrum wird das relative Mengenverhaltnis der Stamm- 
proteine aus den Ursprungszellen bzw. -gewebe quantitativ widergespiegelt Mit Hilfe eines 
Tandem-Massenspektromeiers (MS/MS) wird dann die Peptidsequenz des ICAT- markierten 
Peptides durch Fragmentierung bestimmt. Die Proteinidentifizierung erfolgt tiber eine com- 
putergestutze Genom- bzw. Proteindatenbanksuche anhand der aufgezeichneten Sequenzin- 
formation. 

Trotz aller wesentlichen Vorteile des ICAT-Verfahrens bestehen bei der Durchfuhrung dieses 
Verfahrens immer noch einige Nachteile, die seine Anwendung im Bereich der Hochdurch- 
satzanalyse behindern und erschweren. Es mussen Isotope eingesetzt werden, die die Synthe- 
sekosten der Verbindungen deutlich erhohen und nur in begrenztem Mal3e zu erschwinglichen 
Preisen erhaltlich sind, was die Flexibility des Verfahrens weiter einschrankt. 

Es ist daher Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein verbessertes CAT-basiertes Verfahren 
zur Verfugung zu stellen, das eine Anwendung von CAT in einer Hochdurchsatz-Umgebung 
erlaubt. Es ist eine weitere Aufgabe, ein fur dieses Verfahren spezifisch geeignetes CAT- 
Reagenz zur Verfugung zu stellen. 

Gemafi einem ersten Aspekt der vorliegenden Erfindung wird diese Aufgabe durch ein Ver- 
fahren zur Identifizierung und Quantifizierung von einem oder mehreren Proteinen in einer 
Probe, die ein Gemisch von Proteinen enthSlt, gelost. Das erfindungsgemaBe Verfahren um- 
faBt die Schritte von: a) zur Verfugung stellen einer Probe, die ein Gemisch von Proteinen 
enthalt; b) zur Verfugung stellen eines Reagenz zur Analyse von Peptiden, das die allgemeine 
Formel 

A-Y-PRG 

aufweist, worin A mindestens eine funktionelle Gruppe zur reversiblen, kovalenten oder 
nicht-kovalenten Bindung an ein Tragermaterial darstellt, die mindestens eine Affinitatsfunk- 
tion fur die selektive Bindung an ein Tragermaterial umfaBt, Y eine Gruppe ist, die minde- 
stens eine Chelatfunktion fiir nicht-Isotop Metalle umfaBt, und PRG eine reaktive Gruppe zur 
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selektiven Bindung an Peptide oder andere zu analysierende Biomolekiile ist, c) Spaltung der 
Proteine in der Probe, urn Peptide zu erzeugen; d) Kopplung der Peptide mit dem Reagenz aus 
Schritt b), e) Selektion der in Schritt d) markierten Peptide unter der Verwendung der rever- 
siblen Bindung an ein Tragermaterial oder der Affinitatsmarkierung durch Bindung an ein 
Tragermaterial und Entfernung von nicht-gebundenen Peptiden, f) Freisetzen der gebundenen 
Peptide von dem Tragermaterial und Elution von der Matrix; und g) Nachweisen und Identifi- 
zieren der markierten Peptide durch Massenspektrometrie. 

Das Verfahren gemaB der vorliegenden Erfindung dient der differentiellen Untersuchung des 
Proteoms von einem, zwei oder mehr Zell-, Gewebe- oder Korperflussigkeitsproben wahrend 
einer Analyse. Weiterhin konnen aber auch andere Protein-haltige Proben untersucht werden, 
so zum Beispiel Proteinfiraktionen von Organellen oder anderen Kompartimenten von Zellen. 
Das Verfahren ist eine neuartige Alternative zur ICAT-Methode (Isotope-coded affinity tags), 
die oben genannt ist und vermeidet einige der Nachteile von ICAT. Es stellt eine neue alter- 
native und komplementare Technologie fur die Proteom-Forschung dar. Das Verfahren der 
vorliegenden Erfindung wird im folgenden als MeCAT (Metal-chelate-complex-coded- 
affinity-tag) bezeichnet. 

Beim MeCat-Verfahren werden Peptid/Protein-Proben mit einem MeCAT-Reagenz umge- 
setzt, das folgende Kerneigenschaften besitzt: 

- reaktive Gruppen zur Kopplung an Proteine/Peptide oder andere Biomolekule, im folgenden 
auch mit , ,PRG" bezeichnet; 

- mindestens ein chelatbildender Komplex zur (moglichst stabilen) Komplexierung von Me- 
tallen, insbesondere isotopenarmen Metallen, im folgenden auch mit „Y" bezeichnet; und 

- mindestens eine AffinMtsfunktion (z.B. Biotin) oder weitere reaktive Gruppe/n zur Kopp- 
lung an Tragermaterialien, feste Phasen oder andere Verbindvmgen (z.B. SH-Gruppe), im fol- 
genden auch mit „A" bezeichnet. 

Anstelle einer Markierung mit xmterschiedlichen Isotopen werden die zu vergleichenden Pro- 
ben mit MeCAT-Reagenzien umgesetzt, welche sich in den chelatgebundenen Metallionen 
unterscheiden. AnschlieBend erfolgt z.B. eine Affinitatsaufreinigung der markieren Biomole- 
kOle, bspw. tiber Biotin - Streptavidin, oder ein „Fischen" durch spezifische chemische Um- 
setzung mit einem Tragermaterial mit spaterer Wiederfireisetzung. 
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Im nachsten Schritt werden die markierten BiomolekUle durch multi-dimensionale Chroma- 
tographie getrennt und anschliefiend einer on-line oder off-line Differentialanalyse mit relati- 
ver Quantifizierung der Protein/Peptidmenge durch Massenspektrometrie unteizogen. Die 
korrespondierenden Peptide der einzelnen Proben sind je nach dem eingesetzten Metall unter- 
schiedlich schwer markiert und konnen so in Verbindung mit einer Sequenzanalyse (Identifi- 
zierung) der Biomolekule (Peptide) durch MS" den einzelnen Proben quantitativ zugeordnet 
werden. 

Bevorzugt ist ein erfindungsgemaBes Verfahren, wobei die Spaltung der Peptide enzymatisch 
oder chemisch durchgefuhrt wird. Die Spaltung kann eine Hydrolyse unter der Verwendung 
von bekannten Proteasen, wie zum Beispiel Trypsin, Asp-N-Protease, Pepsin, Lys-C, Glu-C, 
Arg-C Proteinase, Asp-N Endopeptidase, BNPS-Skatole, Caspasen, Chymotrypsin, Clostri- 
pain, Faktor Xa, Glutamyl-Endopeptidase, GranzymB, Prolin-Endopeptidase, Proteinase K, 
Staphlokokken-Peptidase A, Thermolysin, Thrombin, Carboxypeptidasen und Kombinatio- 
nen davon geeignet durchgefuhrt werden. Die chemische Spaltung kann mittels partieller 
Saurehydrolyse CNBr, Ameisensaure, Jodosobenzoesaure, NTCB (2-Nitro-5- 
thiocyanobenzosaure), Hydroxylamin und Kombinationen davon durchgefuhrt werden. 

Weiterhin ist ein erfindungsgemaBes Verfahren bevorzugt, wobei die markierten Peptide nach 
der Freisetzung von dem Tragermaterial und vor ihrer massenspektrometrischen Analyse 
chromatographisch voneinander getrennt werden, insbesondere durch HPLC. Die chromato- 
graphische Technik wird je nach gewiinschtem Auflosungsgrad gewShlt 

Besonders bevorzugt ist ein erfindungsgemaBes Verfahren, das dadurch gekennzeichnet ist, 
daB mehrere Protein- und/oder Peptide enthaltende Proben gemeinsam analysiert werden. 
Dies kann insbesondere durch die unterschiedliche Markierung von verschiedenen Proben aus 
verschiedenen Zellmaterialien erreicht werden. 

Besonders bevorzugt ist bei den erfindungsgemaBen Verfahren, daB die markierten Peptide 
einer anschliefienden Sequenzierung unterzogen werden. Mit der Sequenzinformation der 
markierten Peptide konnen dann Datenbanken durchsucht werden, um Rtickschltisse auf das 
Stammprotein schliefien zu konnen. 
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In einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung wird ein Verfahren zum Nachweis der 
relativen Expression von Proteinen in einer Proteine enthaltenden Probe zur Verfligung ge- 
stellt, wobei das Verfahren die Schritte umfaBt von: a) Zur Verfugung stellen einer biologi- 
schen Probe, die Proteine enthalt; b) Zur Verfugung stellen eines Reagenz zur Analyse von 
Peptiden, das die allgemeine Formel 

A-Y-PRG 

aufweist, worin A mindestens eine funktionelle Gruppe zur reversiblen, kovalenten oder 
nicht-kovalenten Bindung an ein Tnigermaterial darstellt, Y eine Gruppe ist, die mindestens 
eine Chelatfunktion fur Metalle umfaBt, und PRG eine reaktive Gruppe zur selektiven Bin- 
dung an Peptide oder andere zu analysierende Biomolekiile ist; c) Spaltung der Proteine in der 
Probe, urn Peptide zu erzeugen; d) Kopplung der Peptide mit dem Reagenz aus Schritt b); e ) 
Selektion der in Schritt d) markierten Peptide unter Verwendung mindestens einer funktio- 
nelle Gruppe zur reversiblen, kovalenten oder nicht-kovalenten Bindung an ein Tragermateri- 
al.und Entfernung von nicht gebundenen Peptiden; f) Freisetzen der affinitatsgebundenen 
Peptide von dem Tragermaterial und Elution von der Matrix; und g) Nachweisen und Identifi- 
zieren der markierten Peptide mittels Massenspektrometrie, und h) Messen der relativen An- 
wesenheit der verschieden markierten Peptide als getrennte Ionenpeaks, urn die relative Ex- 
pression des Proteins zu bestimmen, von dem die affinitatsmarkierten Peptide abstammen. 
Anhand des analysierten Expressionsmusters lassen sich in bisher unerreichter Auflosung 
Ruckschlusse auf die verschiedenen Zustande von Zellen Ziehen oder diagnostische Parameter 
erhalten, die von Protein-enthaltenden Probe abgeleitet sind. 

In einem weiteren Verfahren gemaB der vorliegenden Erfindung kann die Anordnung der 
Gruppen A, X und PRG vertauscht sein. In der Tat kann das erfindungsgemafie Reagenz in 
seinen verschiedenen Bestandteilen verschieden orientiert vorliegen, solange wie alle funktio- 
nellen Erfordernisse zur Durchfuhrung von MeCAT immer noch vorhanden sind. 

Bevorzugterweise werden die markierten Peptide in dem erfindungsgemaBen Verfahren mit- 
tels Tandem-Techniken, wie zum Beispiel matrixassistierte Laserdesorptions/Ionisations 
(MALDI) time-of-flight (TOF)-TOF-MS und die Elektrospray-ionisations-(ESI)-MS nachge- 
wiesen. Dabei kann ein interner Standard bei der Analyse verwendet werden, der in die Probe 
eingefugt werden kann. 
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Die Erfindung umfafit sowohl das MeCAT-Verfahren als auch die Synthese der neuartigen 
MeCAT-Verbindungen. So wird gemafi einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung 
ein Reagenz fur die massenspektroskopische Analyse von Peptiden zur Verfugung gestellt, 
das die allgemeine Formel: 

A-Y-PRG 

aufweist, worin A mindestens eine funktionelle Gruppe zur reversiblen, kovalenten oder 
nicht-kovalenten Bindung an ein Tragermaterial darstellt, Y eine Gruppe ist, die mindestens 
eine Chelatfunktion fur isotopenarme Metalle umfafit, und PRG eine reaktive Gruppe zur se- 
lektiven Bindung von Peptiden oder anderen zu analysierenden Biomolekiilen ist, die analy- 
siert werden sollen. 

In einem alternativen Reagenz gemafi der vorliegenden Erfindung kann die Anordnung der 
Gruppen A, X und PRG vertauscht sein. In der Tat kann das erfindungsgemaBe Reagenz in 
seinen verschiedenen Bestandteilen verschieden orientiert vorliegen, solange wie alle funktio- 
nellen Erfordernisse zur Durchfuhrung von MeCAT immer noch erfullt sind. 

Bevorzugterweise ist die Funktion PRG ausgewShlt aus einer Sulfhydryl-reaktiven Gruppe, 
einer Amin-reaktiven Gruppe und einem Enzymsubstrat. Weiter bevorzugt ist, daB PRG aus- 
gewahlt ist aus der Gruppe von einer Amin-reaktiven Pentafluorphenylestergruppe, einer 
Amin-reaktiven N-Hydroxysuccinimidestergruppe, Sulfonylhalid, Isocyanat, Isothiocyanat, 
aktivem Ester, Tetrafluorphenylester, einem Saurehalid und einem Saureanhydrid, einer Ho- 
moserin Lacton-reaktiven primaren Amingruppe, und einem Carboxylsaure-reaktiven Amin, 
Alkohol oder 2,3,5,6-Tetrafluorphenyltrifluoracetat, einer Jodacetylamidgruppe, einem 
Epoxid, einer a-Haloacylgruppe, einem Nitril, einem sulfonierten Alkyl, einem Arylthiol und 
einem Maleimid. 

Besonders bevorzugt ist ein erfindungsgemaBes Reagenz, worin A ausgewanlt ist aus Biotin 
oder modifiziertem Biotin, einem 1,2-Diol, Glutathion, Maltose, einer Nitrilotriessigsaure- 
gruppe, einem Oligohistidin oder einem Hapten. Im Falle von Biotin kann so zum Beispiel 
das Reagenz an eine Streptavidin-Gruppe angekoppelt werden, um so bequem isoliert werden 
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zu kfinnen. Besonders bevorzugt ist dabei die Verwendung einer Streptavidin-markierten 
Saulenmatrix oder bescbichtete Perlen („beads")- 

In einer weiteren Ausfuhrungsform ist A eine an ein Tragermaterial gekoppelte reaktive 
Gruppe, die wieder vom Tragermaterial abgespalten werden kann. In Frage kommen u.a. Di- 
sulfid-Bindungen (S-S), die wieder reduziert und damit gespalten werden konnen, oder pho- 
toempfindliche Bindungen, die durch Lichteinwirkung gespalten werden konnen. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform eines erfmdungsgemafien Reagenz gemafi der vorliegen- 
den Erfindung umfafit dieser einen chemisch und/oder enzymatisch spaltbaren Linker zwi- 
schen den Gruppen A, X und/oder PRG. Im allgemeinen kann dieser Linker aus CH 2 - 
Gruppen aufgebaut sein, die sich zwischen den Gruppen A, X und/oder PRG befinden und 
diese miteinander verbinden. Eine oder mehrere der CH 2 -Gruppen kann substituiert sein, wo- 
bei der Charakter der Substitutionen nicht relevant ist, solange wie die Funktionen der Grup- 
pen A, Y und PRG nicht beeinflufit werden. Vorteilhafterweise konnen fiber die Linker je- 
doch andere Funktionen eingefugt werden, wie zum Beispiel die oben genannte chemische 
und/oder enzymatische Spaltbarkeit. Mogliche Substitutionen sind Alkyl-, Alkenyl- und Al- 
koxy-Gruppen, Arylgruppen, die mit einer oder mehrerer Alkyl-, Alkenyl- und Alkoxy- 
Gruppen, Arylgruppen substituiert sind, saure Gruppen und basische Gruppen. Weiterhin 
konnen Doppel- und Dreifachbindungen im Linker vorhanden sein und Heteroatome, wie 
zum Beispiel O, S und N, eingefugt sein, wie zum Beispiel in Form eines Linker, der eine 
Disulfidgruppe enthalt. 

Eine wesentliche Funktion des Reagenz gemalJ der vorliegenden Erfindung ist dessen chelat- 
bUdende Funktion. Bei bevorzugten Reagenzien gemafi der vorliegenden ist Y ausgewahlt aus 
einem makrozyklischen Lanthanoid-Chelatkomplex, einem funktionalisierten Tetraazamacro- 
zyklus, einer Polyazapolyessigsaure, DOTA, einem DOTA-Derivat, NOTA, einem NOTA- 
Derivat, EDTA, DTPA-BP, DTP A, D03A, HP-D03A und DTPA-BMA. Besonders bevor- 
zugte Verbindungen sind l,4,7,10,13,16,19,22-Oktaazacyclotetracosan-l,4,7,10,13,16,19,22- 
oktaessigsaure (OTEC) und 1 ,4,7, 10, 14- 17,20,23 -Oktaazacyclohexacosan- 

l,4,7,10,14,17,20,23-oktaessigsaure(OHEC). 



Die Metalle, die mit der chelatbildende Funktion des Reagenz der vorliegenden Erfindung 
gebunden werden k6nnen, kSnnen aus einer Vielzahl von Metallen ausgewahlt werden, was 
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die Flexibility bei der Verwendung des Reagenz gemafi der vorUegenden Erfindung ent- 
scheidend verbessert. So kann das durch den Chelatkomplex gebundene Metall ausgewahlt 
sein aus Ag, Al, As, Au, Be, Cd, Ce, Co, Cr, Cu, Dy, Er, Eu, Fe, Gd, Hg, Ho, In, La, Li„ Lu, 
Mn, Na, Nd, Ni, Pb, Pr, Rb, Rd, Sb, Sm, Sn, Tb, Tl, Tm, V, W, Y, Yb und Zn. Erfindungsge- 
maB kann die chelatbildende Gruppe mit mehreren verschiedenen Metallen markiert sein. 

Ein anderer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft die Verwendung des erfindungsgema- 
Ben Reagenz zum Nachweis von Peptiden in einer biologischen Probe und/oder der relativen 
Expression von Proteinen in einer Proteine entbaltenden Probe. Dabei kann es sich bei der 
biologischen Probe urn eine direkt entnommene oder vorfiraktionerte Probe zur differentiellen 
Untersuchung des Proteoms von einem, zwei oder mehr Zell-, Gewebe- oder KSrperflussig- 
keitsproben handeln. Weiterhin konnen aber auch andere Protein-haltige Proben untersucht 
werden, so zum Beispiel Proteinfraktionen von Organellen oder anderen Kompartimenten von 
Zellen. Das Verfahren wird bevorzugt im Zuge einer Diagnose oder die Oberwachung von 
Erkrankungen eines Tieres, insbesondere des Menschen, durch Nachweis der relativen Ex- 
pression von Proteinen in einer von dem Tier entnommenen und Proteine enthaltenden Probe 
angewendet Durch die Analyse und Aufdeckung von differentiell exprimierten Proteinen 
konnen Ruckschlusse auf Proteine erhalten werden, die bei Erkrankungen auf zellularer Ebe- 
ne eine Rolle spielen und die als „Targets" fur therapeutische Substanzen dienen konnen oder 
fur die Diagnose und Oberwachung einer Therapie fungieren k6nnen. 

Ein weiterer Aspekt der vorUegenden Erfindung betrifft ein Analysesatz (Kit) zur Diagnose, 
der mindestens ein Reagenz gemaB der vorUegenden Erfindung zusammen mit weiteren zum 
Nachweis von Peptiden in einer biologischen Probe und/oder der relativen Expression von 
Proteinen in einer Proteine enthaltenden Probe geeigneten Substanzen und/oder Enzymen, 
insbesondere einen internen Standard, enthalt. Mittels dieses Kits kann z.B. eine Proteom- 
markierung durchgefuhrt werden, deren Produkte dann an ein zentrales Analyselabor zur 
massenspektrometrischen Analyse geschickt werden k5nnen. 

In einer weiteren Variante des erfindungsgemafien Verfahrens ist der Einsatz radioaktiver 
MetalUonen denkbar, der eine besonders empfindliche Detektion, z.B. durch SzintUlations- 
messung ermogUcht. Die entsprechenden Ionen sind dem Fachmann im Gebiet der Radio- 
chemie bestens bekannt und konnen aus jedem herkfimmUchen Lehrbuch der Chemie, wie 



WO 2004/001420 




PCT/EP2003/006391 



zum Beispiel dem Rompp-Lexikon Chemie, 10. Auflage, Thieme Verlag, Stuttgart, entnom- 
men werden. 

Aus der Sicht des Chemikers sind durch das ICAT-Verfahren langst nicht aUe Moglichkeiten 
der schnellen quantitativen Protein- bzw. Proteinfunktionsanalyse ausgeschopft. Der Kern 
dieser hier vorgestellten Reagenzienklasse ist die geschickte Kombination dreier verschiede- 
ner Funktionen in einem Molekul; i) die Moglichkeit, spezifisch an ein Protein zu binden, ii) 
die Moglichkeit einer einfachen Trennung der markierten von den unmarkierten Peptiden 
nach der enzymatischen oder chemischen Hydrolyse, und iii) die Moglichkeit einer relativen 
Quantifizierung von Peptidpaaren, die aus verschiedenen Proben (z.B. aus Zellen einer Spezi- 
es in verschiedenen Entwicklungsphasen) stammen, ixber die Massendifferenz korrespondie- 
render Peptide im Massenspektrum. 

Die ersten beiden Funktionen werden in vielen gangigen, analytischen Trennmethoden einge- 
setzt. Die dritte Funktion ist an die modernsten MS-Technologien in Verbindung mit neuesten 
rechnergestutzten Datenbanksuchprogrammen gekntipft, die die Identifizierung eines Proteins 
anhand der AminosSuresequenz eines einzigen oder einiger Peptide (beispielsweise cystein- 
haltige Peptide) mSglich machen. 

Die Vorteile der Methode liegen auf der Hand: Jede beliebige Menge an Startmaterial kann 
bearbeitet werden. Auch nur in geringen Mengen auftretende Proteine sind nachweisbar und 
quantifizierbar, da diese durch eine Cystein-spezifische Selektion angereichert werden. Durch 
andere, aminosaurespezifische oder substratspezifische funktionelle Gruppen im MeCAT- 
Reagenz konnen weitere Proteine in der Analyse sicher erfafit werden. Die Komplexitat des 
Peptidgemisches wird dadxirch reduziert, was einen wesentlich geringeren Arbeitsaufwand 
und eine schnellere und erfolgreiche Proteinidentifizierung durch Datenbanksuchprogramme 
mit sich bringt. 

Anstelle einer Isotopenmarkierung stellt die vorliegende Erfindung den Einbau eines Metall- 
chelatkomplexes in das Reagenz als Alternative zur Verfugung. Ein Konzept, wie diese Rea- 
genzien aufgebaut sein konnen/ist in den Abb. 1 und 2 veranschaulicht. 



Die Synthese eines isotopenmarkierten Linkers ist sehr teuer xmd nicht ohne weiteres mog- 
lich, denn es steht bekanntlich nur eine sehr begrenzte Auswahl stabiler Isotopenreagenzien, 
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die 2 H, 13 C und 15 N zur Verfiigung. Das bedeutet z.B., daB Proben aus einer sebr begrenzten 
Anzahl Zellkulturen, die unterscbiedlichen Bedingungen ausgesetzt wurden, auf den quanti- 
tativen und qualitativen Nachweis dynamischer Veranderungen in der Proteinproduktion bin 
untersucht und verglichen werden konnten. In der Literatur sind Beispiele fur den Vergleich 
zweier Proben mit ! H- und 2 H-markierten ICATs bekannt 

Metallionen sind in wesentlich grbBerer Vielfalt und billiger verfugbar. Es kommt nur darauf 
an, geeignete zu finden und sie gescbickt im aminosaurespezifischen Reagenz zu verpacken, 
obne daB sie durch Dissoziations- oder Austauschreaktionen verlorengehen konnen. 

Der in Frage kommende Chelatligand muB das Metallion so gut stabilisieren, daB der Kom- 
plex wahrend des gesamten Prozesses vollstandig intakt bleibt, seine Stabilitat auch bei gro- 
Beren pH-Anderungen garantiert ist und keine Austauschprozesse mit den Peptiden als poten- 
tielle Liganden stattfinden kSnnen. Die L6slichkeitseigenschaften des Komplexes diirfen sich 
von denen der anderen Reagenzkomponenten, d.h. der proteinreaktiven funktionellen Gruppe 
und des Molekiilteils fur chromatographische Trennzwecke, nicht grundlegend unterscheiden. 
Das gesamte Molekul muB vorzugsweise in der Probenfliissigkeit loslich sein, urn eine effizi- 
ente Wechselwirkung des Tags mit den spezifischen Proteinbindungsstellen zu gewahrleisten. 

Fur eine schnelle und eindeutige Proteinidentifizierung kann man in das proteinreaktive Rea- 
genz ein Metallion einfugen, das man in Proteinen normalerweise nicht findet und das ein 
sehr charakteristisches Isotopenmuster aufweist Dieses wird man sehr leicht im Massenspek- 
trum des markierten Peptids wiederfinden. Computeralgorithmen kQnnen automatisch das 
experimentell beobachtete Isotopenmuster des Massefragments vergleichen, mit oder ohne die 
metalUonen- bzw. massespezifische Markierung. Dies erfordert keine hSheren Anspriiche an 
die Empfindlichkeit des verwendeten Massenspektrometers. Die an Peptide gebundenen 
Komplexbildner werden im Gegenteil die NachweisempfindUchkeit positiv beeinfluBen, da 
normalerweise in der Massenspektrometrie von Peptiden Komplexbildner als starke Konta- 
minanten bekannt sind und deshalb schon in geringsten Konzentrationen vermieden werden 
sollten. tTber ein automatisches Screening der Massenspektren aller Uber 2DLC oder eine an- 
dere geeignete Methode getrennten Peptide sollte es moglich sein, in einem Peptidgemisch, 
welches vorwiegend Peptide ohne Cysteinreste enthalt, die Cystein-haltigen Peptide aufgrund 
des speziellen Isotopenmusters sehr schnell und eindeutig zu selektieren. Und nur die genau 
bestimmte Masse dieser selektierten Peptide wird zur Proteinidentifizierung durch Korrelation 
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der experimentellen Daten mit denen von Genom- bzw. Proteindatenbanken herangezogen. 
Eine Sequenzierung der Peptide durch CID-MS ermSglicht die Identifikation. 

Fiir eine relative Proteinquantifizierung und -qualifizierung in mehreren Proteinproben kom- 
men mehrere MetaUchelatkomplexe mit identischem Ligandteil, aber mit unterschiedlichen 
MetaUionen in Betracht, die sich in ihrer thermodynamischen StabUitat und in ihrem kineti- 
schen Verhalten so ahnlich sein mussen, daB Metallaustauschprozessse untereinander auszu- 
schliefien sind. Die relativen Atomgewichte der MetaUionen sollten sich urn nicht mehr als 10 
Dalton unterscheiden, urn im Massenspektrum zusammengehorige Peptidpaare leicht ausfin- 
dig machen zu kfinnen. Die MetaUionen sollten weiterhin isotopenarm sein, um eine Zuord- 
nung nicht unn5tig zu erschweren. Neben der proteinreaktiven funktionellen Gruppe kann das 
metallionenspezifische Reagenz eine Molekiilkomponente zur saulenchromatographischen 
Abtrennung der markierten Peptide nach der Hydrolyse des Proteins besitzen. In Abb. 1 ist die 
bevorzugte Strategie zur Quantifizierung der Proteinexpression mit Hilfe von metallspezifisch 
markierten Reagenzien (MeCATs/MeCODs) schematisch dargestellt. 

Um das Metallion effizient zu binden, eignen sich als Chelate makrocyclische Liganden be- 
sonders gut, da sie sich durch eine hohe thermodynamische Stability und kinetische Inertheit 
hinsichtlich Dissoziation auszeichnen. Auf Grand ihrer topologischen Besonderheiten besit- 
zen Makrocyclen eine Vielzahl strategisch verteilter Donoratome, die bei geeigneter {Confor- 
mation und GroBe des Liganden in effektiver Weise mit dem Metallion wcchselwirken k6n- 
nen. Eine „statistische Stabilisierung" folgt aus der sehr geringen Wahrscheinlichkeit fur ei- 
nen gleichzeitigen Bruch aller Metall-Ligand-Donorbindungen. Ahnlich wie bei den Rezep- 
torbindungsstellen von Enzymen bewirken viele, im einzelnen nur schwache koordinative 
Wechselwirkungen bei geeigneter molekularer Architektur eine nicht nur stabile, sondern 
auch selektive Bindung des Metallions. Dadurch wird, im Gegensatz zu offenkettigen Ligan- 
den der Austausch mit biologisch relevanten MetaUionen wirksam unterbunden (siehe Tabelle 

1). 

Die vorhegende Erflndung betrifft ein Verfahren und ein zu dessen Durchfuhrung geeignetes 
Reagenz, das eine reproduzierbare systematische, quaUtative und quantitative Proteomcha- 
rakterisierung mit Hilfe von nicht-Isotopen metalUcodierten Markern und u.a. modemsten 
massenspektrometrischen Tandem-Methoden beinhaltet. 
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Der Metallcode ist ein makrocyclischer Lanthanoidchelatkomplex auf der Basis von DOTA 
(l,4,7,10-Tetraazcyclododecan-l,4,7,10-Tetraessigsaure) oder ein Obergangsmetallkomplex 
auf der Basis von NOTA (l,4,7-Triazacyclononan-l,4,7-Triessigsaure), der mit einer ami- 
nosaurespezifischen funktionellen Gruppe und einer weiteren Molekulkomponente zur chro- 
matographischen Trennung der markierten Peptide ausgestattet sein muB. Der zu synthetisie- 
rende Marker muB sich durch gute WasserlSslichkeit und hohe kinetische Stabilitat auszeich- 
nen. Verbindungen mit verschiedenen Lanthanoidionen durfen sich hinsichtlich ihrer chemi- 
schen Reaktivitat und physikalischen Eigenschaften nicht signifikant unterscheiden. Die me- 
tallcodierten Marker werden hinsichtlich ihrer Struktur, ihrer thermodynamischcn Eigen- 
schaften in waBriger Losung und ihres Reaktionsverhaltens gegenuber Peptiden charakteri- 
siert. Ihre reproduzierbare Anwendbarkeit in der Proteomanalyse muB an Modellversuchen 
und Realproben in Verbindung mit mehrdimensionaler Chromatographic, MS/MS und Da- 
tenbankanalyse getestet werden. 

Die metallkodierten Marker werden „site-spezifisch" kovalent an die Proteine von Zellysaten 
gebunden. Im AnschluB an die Proteolyse der Proteine werden die metallmarkierten Peptide 
chromatographisch isoliert und weiter aufgetrennt, um dann massenspektrometrisch quantifi- 
ziert und im zweiten Schritt sequenziert zu werden. Uber einen direkten quantitativen Ver- 
gleich wohl determinierter Zustande werden Differenzen in der Proteinzusammensetzung 
herausgestellt, welche schlieBlich mit biologischen Auswirkungen korreliert werden milssen. 

In Verbindung mit einer Datenbanksuche ist es moglich, anhand eines oder nur weniger Pep- 
tide die gefragten Stammproteine zu identifizieren, 

Auf diesem Gebiet der Koordinationschemie gibt es zahlreiche Arbeiten aus den letzten 15-20 
Jahren, auf deren Offenbarung sich im Rahmen der vorliegenden Erfindvmg ohne weiteres 
zurttckgreifen laBt (siehe Tabelle 1). 

Der cyclische Ligand, der vorzugsweise ein funktionalisierter Tetraazamakrocyclus, d.h. ein 
DOTA-Derivat (l,4,7 5 10-Tetraazcyclododecan-l,4,7,10-Tetraessigsaure) oder ein Triazama- 
krocyclus, ein NOTA-Derivat (NOTA = l,4,7-Triazacyclononan-l,4,7-Triessigsaure) sein 
kann, wird entweder aus Aminosauren aufgebaut oder nach in der Arbeitsgruppe der Anmel- 
der unlSngst entwickelten, sehr effizienten, templatgestiitzten Cyclisierungsreaktionen. Die 
proteinreaktive Gruppe und die Funktion zur Peptidisolierung (z.B. eine spezielle Aminosaure 
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zur kovalenten Bindung an eine Saule, die Isothiocyanatgruppen enthait oder Biotin zur Affi- 
nitatschromatographie) konnen in das Kohlenstoffgeriist des makrocyclischen Liganden ein- 
gebaut sein, oder der Metallchelatkomplex wird ttber einen Linker mit der proteinreaktiven 
Gruppe und der Funktion zur Peptidisolierung geeignet verkmipft. 

Als Metallionen fur den NOTA-Liganden eignen sich Ubergangsmetallionen wie Kupfer(II), 
Nickel(II) und Zink(II). 

Fiir DOTA-artige Liganden bieten sich die Lanthanoidionen an, die sehr stabile Komplexe 
mit vergleichbar hohen Komplexstabilitatskonstanten und sehr ahnlichen Molekulargewichten 
mit dieser Ligandklasse bilden (siehe Tabelle 2). Sie gleichen sich sehr stark in ihren chemi- 
schen Eigenschaften, und die Kontraktion des Ionenradius infolge der Massenzunahme hat im 
Fall der sehr gut untersuchten Lanthanoid-DOTA-Komplexe (DOTA « 1,4,7,10- 
Tetraazacyclododecan-l,4,7,10-Tetraessigsaure) nur einen verschwindend geringen Einflufi 
aiif die kinetische Stabilitat von Lanthanoidchelatkomplexen. Die hohe in vivo Stabilitat die- 
ser Verbindungen flihrte zur erfolgreichen Anwendung des DOTA-Gadolinium(III)- 
Komplexes als Kontrastmittel in der Magnetresonanztomographie. Fur in vivo Anwendungen 
ist die kinetische Stabilitat des Komplexes weit wichtiger als ihre thermodynamische Stabili- 
tat. Ein inerter Komplex geht keine Ligand- oder Metallaustauschreaktionen ein, selbst wenn 
die thermodynamische Stabilitatskonstante nicht sehr hoch ist. Ein Grand dafur, daB DOTA- 
Lanthanoid-Komplexe sowohl sehr stabil als auch inert sind, ist das optimale Groflenverhalt- 
nis zwischen dem Metallion und dem vom Liganden zur Verfugung gestellten Hohlraum. 
Metallion und Ligand sind ein starres, gut abgeschlossenes Gebilde, das unter physiologi- 
schen Bedingungen extrem langsam dissoziiert und erst im sauren Medium durch Protonen 
angreifbar ist. [Gd(DOTA)(H 2 0)]' besitzt eine Halbwertszeit von 200 Tagen in waBriger L6- 
sung bei einem p[H] von 5 und von 85 Tagen bei einem p[H] von 2. Die gut untersuchte Me- 
tallaustauschreaktion zwischen [Gd(DOTA)]' und [Eu(DOTA)]~ im pH-Bereich 3,2-5,0 zeigt, 
daB der geschwindigkeitsbestimmende Schritt dieser Austauschreaktion die protonenassi- 
stierte Dissoziation von [Gd(DOTA)]" ist. Selbst wenn eine Protonierung an den Acetatgrup- 
pen stattfindet, sind diese mono- und diprotonierten Komplexe nicht reaktiv, da sich das Me- 
tallion innerhalb des Koordinationskafigs befindet. Um diesen zu zerstoren, miissen die Pro- 
tonen zu den N-Atomen transferiert werden. Dieser ProzeB geht nur sehr langsam Uber ein 
Rearrangement des gesamten Komplexes vonstatten. Auf der Basis dieser Untersuchung sind 
Metallaustauschreaktionen zwischen DOTA-Lanthanoid-Komplexen im relevanten pH- und 
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Zeitbereich mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit auszuschlieBen. 

Tabelle L Stabilitatskonstanten, LD 5 o-Rate und Selektivitatsfaktor (Ksei) fur ausgewahlte Li- 



ganden. 



Ligand 


-w- «v a 

LD50 


Log 


Log 


J-iOg 


T .OCT 








Kjel 


■wjr 

KGdL 




*VCuL 


KznL 


EDTA 


0,3 


4,23 


17,7 


10,61 


18,78 


16,5 


DTPA-BP 


2,8 


5,32 


16,83 








DTPA 


5,6 


7,04 


22,46 


10,75 


21,38 


18,29 


DOTA 


11 


8,3 


24,6 


17,23 


22,63 


21,05 


D03A 


7-9 


4,13 


21,0 


11,74 


22,87 


19,26 


HP-D03A 


12 


6,95 


23,8 


14,83 


22,84 


19,37 


DTPA- 


17,8 


9,04 


16,85 


7,17 


13,03 


12,04 



BMA 

a) IntravenSse LD 50 -Rate in Mausen, mmol/kg 



Tabelle 2: Stabilitatskonstanten (logK) von LnDOTA-Komplexen 

Relative Atom- Log KLnDOTALog KLnDOTALog 
Masse [g^vlol] 1 M NaCl, 37° 0,1M KC1, 25° 



La 

Ce 

Pr 

Nd 

Sm 

Eu 



138,91 

140,12 
140,91 
144,24 
150,36 
151,97 



Gd 157,25 



Tb 158,93 

Dy 162,50 
Ho 164,93 



20,7 

21,6 
22,4 
22,5 
23,3 
23,7 

23,6 



23,6 

23,5 
23,5 



22,9 

23,4 
23,0 
23,0 
23,0 
23,5 

24,7 



24,7 

24,8 
24,5 



K-LnDOTA, 

andere Arbeiten 
21,7 (0,1M KCL, 
25°) 



28,2 (1M NaCl, 
20°C) 

22,1 (1M NaCl, 

25°C); 24,0 (0,1 M 
KCL, 25°C) 

28,6 (1M NaCl, 
20°C) 
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Er 167,26 23,5 

Tm 168,93 23,7 

Yb 173,04 24,0 

Lu 174,97 23,5 
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24,4 
24,4 
25,0 

25,4 29,2 (1M NaCl, 

25°C) 



Die Entwicklung von makrocyclischen lanthanoidspezifischen Liganden erhielt seit dem Be- 
ginn der achtziger Jahre einen beachtlichen Aufschwung durch deren erfolgreiche medizini- 
sche Anwendung sowohl in der Therapie als auch in der Diagnostik. Ein von Lauffer et al. 
1999 erschienenes Review iiber Gd(III)-Chelate als Kontrastmittel fttr die Magnetresonanz- 
tomographie (MRT) gibt in eindrucksvoller Weise eine Zusammenfassung ttber die wichtig- 
sten Forschungsergebnisse des letzten Jahrzehnts wieder. 

Ein wichtiger Aspekt der vorliegenden Erfindung ist die Synthese, Charakterisierung und an- 
wendungsbezogene Untersuchung von dinuklearen makrocyclischen Lanthanoidchelatkom- 
plexen, die als potentielle MRI-Kontrastmittel fur die medizinische Diagnostik konzipiert 
wurden. Im Gegensatz zu den sehr gut untersuchten Lanthanoidkomplexen mit dem Liganden 
DOTA (l,4,7,10-tetraazacyclododecan-l,4,7,10-tetraacetate) und von DOTA abgeleiteten 
Verbindungen sind sehr gut wasserlosliche und wasserstabile, mehrkernige makrocyclische 
Lanthanoidchelatkomplexe bisher nur in sehr begrenzter Zahl bekannt. 

Mit dieser Zielstellung gelang es, zwei Liganden zu synthetisieren, 1,4,7,10,13,16,19,22- 
Oktaazacyclotetracosan-l,4,7,10,13,16,19,22-oktaessigsaure (OTEC) und 1,4,7,10,14- 
17,20,23-Oktaazacyclohexacosan-l,4,7,10,14,17,20^3-oktaessigsaure (OHEC), die in der 
Lage sind, mono- und dinukleare Lanthanoidkomplexe zu bilden. Hire Existenz konnte mit 
Hilfe der FAB-Massenspektrometrie nachgewiesen werden. Als Highlight in der Koordinati- 
onschemie gelang die Bestimmung der Festkorperstnikturen der dinuklearen Chelatkomplexe 
des OHEC-Liganden (Ln = Y, La, Eu, Gd, Tb, Yb, Lu), die mit Hilfe der Rontgenstruktura- 
nalyse ermittelt wurden. Neben der Stmkturinformation liefern die RSntgenanalysen Hinwei- 
se auf die Zahl der in erster Koordinationssphare koordinierten Wassermolekttle, die einen 
wichtigen Beitrag zur Wirksamkeit des Kontrastmittels leisten. Wir haben festgestellt, daB die 
GroBe des Ionenradius der Metalle die Konformation des Liganden im Komplex und somit 
auch die Eigenschaften als MRI-Kontrastmittel entscheidend mit beeinfluBt. 
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Mittels dynamischer NMR Messungen haben wir die Konformationsgleichgewichte der 
Komplexe in L6sung untersucht. Fiir die Yttrium- und Europivimkomplexe von OHEC er- 
folgte derNachweis der erfolgreichen Synthese zusStzlich mittels ein- und zweidimensionaler 
NMR-Methoden. Die mono- und dinuklearen Europiumkomplexe mit OHEC konnten polaro- 
graphisch naher charakterisiert werden. Die Bestimmung der Relaxivitat der Gd-Komplexe 
erfolgte durch NMRD-Messungen (nuclear magnetic relaxation dispersion). Wir haben Rela- 
xivitaten ermittelt, die signifikant grofier sind, als bei im klinischen Einsatz befindlichen 
Kontrastmitteln. Deshalb besteht die berechtigte Hoffhung, bier eine neue Klasse von potenti- 
ellen Kontrastmitteln mit verbesserten Eigenschaften fur die medizinische Diagnostik in den 
Handen zu haben. 

Die Erfindung soli nun im folgenden durch Beispiele unter bezug auf die beigefugten Zeich- 
nungen weiter erlautert werden, ohne auf diese Beispiele begrenzt zu sein. Es zeigt 

Figur 1 den Aufbau eines bei der MeCat verwendeten beispielhaften Reagenz. X ist 
entweder H oder eine Cbelatgruppe. 

Figur 2 die schematische Darstellung eines MeCAT-Verfahrens, mit 1) enzymatischer 
Spaltung; 2) Kopplung mit dem MeCAT-Reagenz; 3) Selektion der markierten Peptide; 4) 
Elution der selektierten Peptide; 5) Trennung der markierten Peptide; anschUefiend massen- 
spektrometrische Analyse. * Hier konnen Probe A und B vereinigt werden. 

Beispiele 

Svntheseplanung - Vorarbeiten 

Ziel der Synthese ist die Darstellung eines zweifach C-substituierten Tetraazamakrocyclus. 
Ausgehend von einem Amino-geschtttzten Lysin-Hydroxysuccinimidester (2) wird durch 
Umsetzung zweier Aquivalente mit einem Aquivalent Ethylendiamin das peptidisch ver- 
knupfte Di-Lysin-Derivat (3) erhalten. Die Entschiltzug zweier Ammofunktionen liefert die 
eine Komponente fur die CycUsierungsreaktion, die Mesylierung von Ethylenglycol die ande- 
re. In einer anschliefienden [l+l]-Cyclokondensation erhalt man den zweifach C- 
substituierten Tetraazadicarbonyl-Cyklus (4). Durch Reduktion der beiden Carbonyl- 
Funktionen gewinnt man letztlich den Tetraazacyclus (1), der an den beiden Seitenketten 
noch weiter funktionalisiert werden kann. 
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R 

Versuchskonzept: 



Ziel dieser Versuche war die Synthese und Anwendung von neuen funktionalen Markern zur 
Identifizierung und Quantifizierung von Zellproteinen. Die Marker sollten 1. sich an spezifi- 
sche Aminosauregruppen denaturierter Proteine binden lassen, 2. sich mittels Affinitatschro- 
matographie und anderer Trennmethoden aus einem groBen Peptidpool isolieren lassen und 3. 
eine Identifizierung und Quantifizierung der Stammproteine anhand markierter Peptidfrag- 
mente mittels Massenspektrometrie und Datenbankanalyse erlauben. 

Dafur gait es, folgende Bausteine in einem Molekiil zu vereinen: 

1. eine aminosSurespezifische oder sulhydrylspezifische Gruppe, z.B. eine Amin-reaktiven 
Pentafluorphenylestergruppe, eine Amin-reaktive N-Hydroxysuccinimidestergruppe, Sul- 
fonylhalid, Isocyanat, Isothiocyanat, aktiver Ester, Tetrafluorphenylester, ein Saurehalid und 
ein Saureanhydrid, eine Homoserin Lacton-reaktive primare Amingruppe, und ein Carboxyl- 
saure-reaktives Amin, Alkohol oder 2,3,5,6-Tetrafluorphenyltrifluoracetat, eine Jodacetyla- 
midgruppe, ein Epoxid, eine a-Haloacylgruppe, ein Nitril, ein sulfoniertes Alkyl, ein 
Aryltbiol oder ein Maleimid, die selektiv mit einer funktionellen Gruppe im Protein, in die- 
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sem Beispiel mit SH-Gruppen im Cystein, reagiert oder eine funktionelle Gruppe, die mit 
einer Proteinbindungsstelle in Wechselwirkung tritt (Ligand-Rezeptor-WW), 

2. Reaktive Gruppen zur Bindung an ein Tragermaterial (z.B. zur Bindung des Komplexes an 
ein Saulenmaterial und anschliefiendes Binden an Peptide) oder Biotin oder andere aus der 
Affinitatschromatographie bekannte Molekule, die zwecks Abtrennung der markierten Pepti- 
de an ein entsprechendes Gegen-Reagenz gebunden wurden und im AnschluB an den Tren- 
nungsgang wieder leicht vom Restmolekul abspaltbar waren, wobei reaktive Gruppen aus 
Saurehalogeniden, Aldehyden, Isocyanatderivaten, Succinimid-Derivaten, Imidazolyl- 
Carbamat-Derivaten, Traut's Reagenz-Derivaten, Sulfonsaurechlorid-Derivaten, Oxiran- 
Derivaten, Imidaten, Hydrazinen, Sulfosuccinimidyl-Derivaten, Diimid-Derivaten, Maleimid- 
Derivaten und 7-Sulfobenzofurazan-Derivaten ausgewahlt sein kOnnen. 

3. das Kernstuck der neuen Marker, ein Makrocyclus, der Metallkomplexe hoher kinetischer 
und thennodynamischer Stabilitat ausbildet. 

Diese Marker wurden auf ihre Eignung in der Proteomanalytik, die sich die Leistungsfahig- 
keit der modernen Massenspektrometrie zunutze macht, untersucht. Dazu diente ein Testge- 
misch aus 5-10 Proteinen sowie eine Reihe von „real life samples". 

Generelle Vorgehensweise: 

Das Kernstuck der vorgeschlagenen Marker sind Makrocyclen auf der Basis von Polyazapo- 
lyessigsauren (DOTA/NOTA), deren Metallkomplexe die geforderte Stabilitat aufweisen. 
Diese Makrocyclen gait es in ausreichender Menge zu synthetisieren und dabei mit ein bzw. 
zwei Bindungstellen fur die weiteren Bausteine der Marker auszustatten bzw. die Makrocy- 
clen iiber einen geeigneten Linker mit den tibrigen MeCAT Komponenten zu verknilpfen Die 
bevorzugte Methode geht von Aminosauren aus, wobei die Einfuhrung der Me-CAT Kompo- 
nenten an C-Atome des Macrocyclus erfolgt. Bei einer alternativen Methode wird der 
Macrocyclus mit den iibrigen MeCAT Komponenten tiber einen geeigneten Linker verkniipft. 
In einer dritten Methode erfolgt die Synthese gemaB der Festphasenpeptidsynthese an einem 
Peptidsynthesizer und anschliefiendem intramolekularen TosylamidringschluB. Die MeCAT 
Reagenzien waren wiederum an C-Atome des Azamacrocyclus gebunden. Die Reinigung der 
Peptide erfolgte mittels praparativer HPLC. 
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Die Liganden wurden mit dreiwertigen Lanthanoidionen komplexiert, umfassend charakteri- 
siert und auf ihre Eignung als MeCAT Reagenzien mit den gewunschten Eigenschaflen gete- 
stet. Folgende Anforderungen wurden an das Reagenz gestellt: 

- Die Komplexe mttssen ausreichend kinetisch stabil sein, d.h. Metallaustauschreaktionen 
sollten vernachlassigbar klein sein. 

- Diese Kodierungstechnik mit verschiedenen Metallionen diente als interne Standardmetho- 
de, urn die relative Konzentration der unterschiedlich markierten Komponenten aus verschie- 
denen Proben zu bestimmen. Deshalb muBten die chemischen und physikalischen Eigen- 
schaften der MeCAT-Reagenzien mit verschiedenen Metallionen u. a. hinsichtlich der Reak- 
tion mit den Proteinen und ihres chromatographischen Trennverhaltens mSglichst weitgehend 
identisch sein. 

- Die Molmasse sollte die des ICAT Reagenzes nicht wesentlich ubersteigen. 

Folgende Untersuchungen wurden dann durchgeftihrt: 

a) Charakterisierung der MeCAT Reagenzien mittels MS und NMR; 

b) Test der aminosaurespezifischen bzw. substratspezifischen Bindungseigenschaften der 
MeCAT-Reagenzien und des Verhaltens der markierten Peptide im Massenspektrometer an- 
hand eines kleinen ca. 10 Peptide enthaltenden Substanzpools; 

c) systematische Untersuchung und Optimierung des Verhaltens der markierten und unmar- 
kierten Peptide in der Affinitatschromatographie und anderen chromatographischen Trennver- 
fahren (lonenaustauschchromatographie, RP-Chromatographie), insbesondere Untersuchung 
der Reproduzierbarkeit und der Wiederfindungsraie der markierten Peptide 

d) Nachweis der Reproduzierbarkeit des mittels geeigneten massenspektrometrischen Metho- 
den bestimmten relativen Konzentrationsverhaltnissen der mit unterschiedlichen Metallionen 
markierten und sonst chemisch identischen Peptide anhand des relativen Signalintensitatsver- 
haltnisses der entsprechend zusammengehorigen Peptidpeaks im Massenspektram 

e) Untersuchung der Eigenschaflen der MeCAT Reagenzien an Realproben. 

Darstellung geeigneter Linker sowie deren Verknupfung mit den MeC at-Komponenten 

a) Der Linker wurde mit einer Biotineinheit zur Bindung an Avidin verkniipft. 

b) Der Linker wurde mit Glycin verkniipft zur kovalenten Bindung tiber Isothiocyanat- Grup- 
pen an eine chromatographische Saule. Damit die vmmarkierten Peptide die Saule ungehindert 
passieren kfinnen, mufiten in diesem Fall zuvor samtliche Aminogruppen mit Phenyl- 
isothiocyanat derivatisiert werden. 
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c) Der Linker wurde mit einer Jodessigsaureeinheit zur selektiven Markierung cysteinhaltiger 
Peptide verknupft. 

d) Der Linker wurde mit einer Succinsaureanhydrideinheit zur Markierung arninhaltiger Pep- 
tide verkniipft 
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Patentanspruche 

Verfahren zur Identifizierung und Quantifizierung von einem oder mehreren Proteinen 
in einer Probe, die ein Gemisch von Proteinen enthalt, wobei das Verfahren die 
Schritte umfaBt von: 

a) Zur Verftigung stellen einer Probe, die ein Gemisch von Proteinen enthalt; 

b) Zur Verftigung stellen eines Reagenz zur Analyse von Peptiden, das die allge- 
meine Formel 

A-Y-PRG 

aufweist, worin 

A mindestens eine funktionelle Gruppe zur reversiblen, kovalenten oder nicht- 
kovalenten Bindung an ein Tragermaterial darstellt, 

Y eine Gruppe ist, die mindestens eine Chelatfunktion fur isotopenarme Me- 
talle umfaBt, und 

PRG eine reaktive Gruppe zur selektiven Bindung an Peptide oder andere zu 
analysierende Biomolekule ist; 

c) Spaltung der Proteine in der Probe, um Peptide zu erzeugen; 

d) Kopplung der Peptide mit dem Reagenz aus Schritt b) 

e) Selektion der in Schritt d) markierten Peptide unter der Verwendung einer 
funktionellen Gruppe zur reversiblen, kovalenten oder nicht-kovalenten Bin- 
dung an ein Tragermaterial und Entfernung von nicht-gebundenen Peptiden; 

f) Freisetzen der gebimdenen Peptide von dem Tragermaterial und Elution von 
der Matrix; und 

g) Nachweisen und Identifizieren der markierten Peptide durch Massenspektro- 
metrie. 

Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Spaltung der Peptide enzymatisch oder che- 
misch durchgefuhrt wird. 
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Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die markierten Peptide nach der Freisetzung 
von dem Tragennaterial und vor ihrer massenspektrometrischen Analyse voneinander 
getrennt werden, insbesondere durch HPLC. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB mehrere 
Protein- und/oder Peptide enthaltende Proben gemeinsam analysiert werden. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, weiterhin umfassend die Sequenzierung 
der markierten Peptide. 

Verfahren zum Nachweis der relativen Expression von Proteinen in einer Proteine 
enthaltenden Probe, wobei das Verfahren die Schritte umfaBt von 

a) Zur Verfugung stellen einer biologischen Probe, die Proteine enthalt; 

b) Zur Verfugung stellen eines Reagenz zur Analyse von Peptiden, das die allge- 
meine Formel 

A-Y-PRG 

aufweist, worin 

A mindestens eine funktionelle Gruppe zur reversiblen, kovalenten oder nicht- 
kovalenten Bindung an ein Tragennaterial darstellt, 

Y eine Gruppe ist, die mindestens eine Chelatfunktion fur isotopenarme Me- 
talle umfaBt, und 

PRG eine reaktive Gruppe zur selektiven Bindung an Peptide oder andere zu 
analysierende Biomolekule ist; 

c) Spaltung der Proteine in der Probe, urn Peptide zu erzeugen; 

d) Kopplung der Peptide mit dem Reagenz aus Schritt b) 

e) Selektion der in Schritt d) markierten Peptide unter der Verwendung einer 
funktionellen Gruppe zur reversiblen, kovalenten oder nicht-kovalenten Bin- 
dung an ein Tragennaterial und Entfernung von nicht gebundenen Peptiden; 

f) Freisetzen der gebundenen Peptide von dem Tragennaterial und Elution von 
der Matrix; und 

g) Nachweisen und Identifizieren der markierten Peptide mittels Massenspektro- 
metrie, und 



WO 2004/001420 




PCT/EP2003/006391 



27 



h) Messen der relativen Anwesenheit der verschieden markierten Peptide als ge- 
trennte Ionenpeaks, urn die relative Expression des Proteins zu bestimmen, von 
dem das affinitatsmarkierte Peptid abstammt 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB die Anord- 
nung der Gruppen A, X und PRG vertauscht ist. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB die mar- 
kierten Peptide mittels Tandem-Techniken, wie zum Beispiel matrixassistierte Laser- 
desorptions/Ionisations (MALDI) time-of-flight (TOF)-TOF-MS und die Elektro- 
spray-ionisations-(ESI)-MS nachgewiesen werden. 

9. Reagenz fur die massenspektroskopische Analyse von Peptiden, das die allgemeine 
Formel: 



A-Y-PRG 



aufweist, worin 

A mindestens eine funktionelle Gruppe zur reversiblen, kovalenten oder nicht- 
kovalenten Bindung an ein Tragermaterial darstellt, 

Y eine Gruppe ist, die mindestens eine Chelatfunktion fiir isotopenarme Metalle um- 
faBt, und 

PRG eine reaktive Gruppe zur selektiven Bindung von Peptiden oder anderen zu ana- 
lysierenden Biomolekulen ist, die analysiert werden sollen. 

10. Reagenz nach Anspruch 9, wobei die Anordnung der Gruppen A, Y und PRG ver- 
tauscht ist. 



11. Reagenz nach Anspruch 10 oder 11, worin PRG ausgewahlt ist aus der Gruppe, beste- 
hend aus einer Sulfhydryl-reaktiven Gruppe, einer Amin-reaktiven Gruppe und einem 
Enzymsubstrat. 



12. Reagenz nach Anspruch 1 1, wobei PRG ausgewahlt ist aus der Gruppe, bestehend aus 
einer Amin-reaktiven Pentafluorphenylestergruppe, einer Amin-reaktiven N- 
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Hydroxysuccinimidestergruppe, Sulfonylhalid, Isocyanat, Isothiocyanat, aktivem 
Ester, Tetrafluorphenylester, einem Saurehalid und einem Saureanhydrid, einer Homo- 
serin Lacton-reaktiven primaren Amingruppe, und einem Carboxylsaure-reaktiven 
Amin, Alkohol oder 2,3,5,6-Tetrafluorphenyltrifluoracetat, einer Jodacetylamidgrup- 
pe, einem Epoxid, einer a-Haloacylgruppe, einem Nitril, einem sulfonierten Alkyl, ei- 
nem Arylthiol und einem Maleimid. 

13. Reagenz nach einem der Anspruche 9 bis 12, worin A ausgewahlt ist aus der Gruppe, 
bestehend aus Biotin oder modifiziertem Biotin, einem 1,2-Diol, Glutathion, Maltose, 
einer Nitrilotriessigsauregruppe, einem Oligohistidin und einem Hapten oder anderen 
reaktiven Reagenzien, die eine reversible Bindung an ein Traagermaterial ermSgli- 
chen. 

14. Reagenz nach einem der Anspruche 9 bis 13, weiterhin umfassend einen chemisch 
und/oder enzymatisch und/oder durch Strahlen- oder Lichteinwirkung spaltbaren Lin- 
ker zwischen den Gruppen A Y_ und/oder PRG. 

15. Reagenz nach Anspruch 14, wobei der Linker eine Disulfidgruppe enthalt 

16. Reagenz nach einem der Anspruche 9 bis 15, worin Y ausgewahlt ist aus der Gruppe, 
bestehend aus einem makrozyklischen Lanthanoid-Chelatkomplex, einem funktionali- 
sierten Tetraazamacrozyklus, einer Polyazapolyessigsaure, DOTA, einem DOTA- 
Derivat, NOTA einem NOTA-Derivat, 1,4,7,10,13,16,19,22- Oktaazacyclotetracosan- 
1,4,7,10,13,16,19,22-oktaessigsaure (OTEC), 1,4,7,10,14-17,20,23- 
Oktaazacyclohexacosan-l,4,7,10,14,17,20,23-oktaessigsaure (OHEC), EDTA, DTPA- 
BP, DTPA D03 A, HP-D03A und DTPA-BMA. 

17. Reagenz nach einem der Anspruche 9 bis 16, wobei das durch den Chelatkomplex 
gebundene Metall ausgewahlt ist aus Ag, Al, As, Au, Be, Cd, Ce, Co, Cr, Cu, Dy, Er, 
Eu, Fe, Gd, Hg, Ho, In, La, Li„ Lu, Mn, Na, Nd, Ni, Pb, Pr, Rb, Rd, Sb, Sm, Sn, Tb, 
Tl, Tm, V, W, Y, Yb und Zn. 

18. Reagenz nach einem der Anspruche 9 bis 17, wobei die chelatbildende Gruppe mit 
mehreren verschiedenen Metallen markiert ist. 
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19. Verwendung eines Reagenz nach einem der Anspriiche 9 bis 17 zum Nachweis von 
Peptiden in einer biologischen Probe und/oder der relativen Expression von Proteinen 
in einer Proteine enthaltenden Probe. 

20. Verwendung eines Reagenz nach einem der Anspriiche 9 bis 17 zur Diagnose von Er- 
krankungen eines Tieres, insbesondere des Menschen, durch Nachweis der relativen 
Expression von Proteinen in einer von dem Tier entnommenen und Proteine enthalten- 
den Probe. 



21. Diagnostischer Kit, enthaltend ein Reagenz nach einem der Anspriiche 9 bis 17 zu- 
sammen mit weiteren zum Nachweis von Peptiden in einer biologischen Probe 
und/oder der relativen Expression von Proteinen in einer Proteine enthaltenden Probe 
geeigneten Substanzen und/oder Enzymen, insbesondere einen internen Standard. 
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